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(54) Title: LEUKOCYTE STIMULATION MATRIX 



(54) Bezeichnung: LEUKOZ YTENSTIMUL ATIONS -MATRIX 



(57) Abstract: The invention relates to a leukocyte stimulation matrix for inducing a leukocyte stimulation and/or an immunological 
tolerance. Said matrix comprises the following constituents: a) one or more carriers, b) a soluble matrix for embedding one or more 
constituents for generating a leukocyte stimulation and/or induction of an immunological tolerance, c) one or more constituents that 
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IT) 



are embedded in the soluble matrix for generating a leukocyte stimulation and/or induction of an immunological tolerance. The 
invention also relates to a module that comprises said matrix and to the use thereof. 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft eine Leukozytenstimulations-Matrix zur Leukozytenstimulation 
und/oder Induktion einer immunologischen Toleranz, mit folgenden Bestandteilen: a) ein oder mehreren Tragern, b) einer loslichen 
Matrix zur Einbettung eines, oder mehrerer Bestandteile zur Generierung einer Leukozytenstimulation und/oder Induktion einer 
immunologischen Toleranz, c) ein oder mehreren in die losliche Matrix eingebetteten Bestandteilen zur Generierung einer 
Leukozytenstimulation und/oder Induktion einer immunologischen Toleranz; sowie ein diese Matrix umfassendes Modul und 
dessen Verwendung. 
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LEUKOZYTENSTIMULATIONS -MATRIX 

5 

Gebiet der Erfindung 

10 Die vorliegende Erfindung betrifft eine Leukozytenst imula- 
tions-Matrix r ein Leukozyt ens timulat ions -Modul, welches die 
Leukozytenstimulations-Matrix umfasst, sowie ein Verfahren 
zur Leukozytenstimulation und/oder zur Induktion einer 
immunologischen Toleranz. 

15 

Hintergrund der Erfindung 

Die antigenspezif ische Stimulation von Leukozyten ist ein 
wichtiges und wachsendes Forschungsgebiet zur Modulation von 
20 Immunreaktionen ( Impfung, " adoptive Iinmuntherapie u.s.w.). 
Derzeit sind in dies em Zusammenhang neben der Impfung im 
herkommlichen Sinn vorwiegend therapeutische Ansatze zur ex 
vivo-Stimulation von Blutzellen bekannt . 

25 Es existiert derzeit keine ausreichend f unktionierende Thera- 
pie bei einer Vielzahl viraler* chronischer Infektionserkran- 
kungen. Die Chro-nizitat basiert auf der Persistenz des 
viralen Antigens im Gewebe und der unzureichenden Immunant- 
wort dagegen. Virale Erkrankungen werden zumeist mit Cherno- 

30 therapeutika therapiert. Dies hat haufig eine Resistenz- 
bildung der Viren und starke Nebenwirkungen zur Folge. 
Bisherige Experimente mit der ex vivo Stimulation von 
dendritischen Zellen und Ef f ektorzellen mittels dendritischer 
Zellen (DC) z.B. bei Tumorerkrankungen war en nur bedingt 

35 erfolgreich (Cerundolo et al . , Nature Immunology, Bd. 5, Nr. 

1, S. 7-10 , 2004) . Vermutlich ist die ex vivo-Stimulation der 
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Ef fektorzellen und die anschlieftende Ruckfuhr in den 
Patienten zu storanfallig und zu schwach, um klinisch 
relevant e Veranderungen zu induzieren. Daruber hinaus werden 
bei den derzeitig angewandten Methoden die dendritischen 
5 Zeilen und Ef fektorzellen isoliert, die in sehr geringer 

Menge im Blut vorkommen. Die ex vivo Expansion dieser Zeilen 
ist dabei ein weiterer storanf alliger Schritt. 

Die antigenspezifische Stimulation der Leukozyten in Vollblut 
10 (in vivo) hat im Gegensatz zur ex vivo-Stimulation den 

Vorteil, dass alle physiologischen und essentiellen Faktoren 
des. Bluts, die zur antigenspezif ischen Leukozytenaktivierung 
notwendig sind, ausgenutzt werden konnen. 

15 Die WO 00/27999 offenbart die Einbettung von hamatopoieti- 
schen Vorlaufer zeilen, Antigen-prasentierenden Zeilen und 
lymphoretikularen Stromalzellen in eine porose, feste Matrix, 
wobei die Matrix mit biologischen Mitteln beschichtet und mit 
einem gelartigen Mittel impragniert sein kann. Diese Matrix 

20 kann zur Induzierung einer T-Zellreaktivitat in vitro verwen- 
det werden. 

Die WO 93/20185 offenbart ein in vitro-Verf ahren zur Prolife- 
ration von Vorlaufern dendritischer Zeilen. 

25 

WO 97/03186 (US 6,121,044) offenbart ein implantierbares 
Modul, welches eine Matrix mit eingebetteten dendritischen 
Zeilen (DC) aufweist, mit dem eine primare und sekundare 
Immunantwort verursacht werden kann. Diese Verof f entlichung 

30 betrifft zwar auch ein in vivo verwendbares Modul, das Modul 
weist jedoch den Nachteil auf, dass eine Immunantwort mittels 
des dort offenbarten Moduls bzw. der Matrix nicht zeitlich 
gesteuert werden kann. Bei dieser Art der Stimulation ist es 
nicht gewahrleistet, dass Leukozyten nach einer erfolgten 

35 Aktivierung kontrolliert von der stimulierenden Matrix 
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abgelost werden konnen, urn zuriick in den Blutstrom zu 
gelangen. 

Banchereau und Steinmann beschreiben in Nature, Bd. 392 , 
5 S. 245-252, 1998 in einem Ubersichtsartikel dendritische 
Zellen und deren Beteiligung an der Steuerung der Immun- 
antwort . 

Die WO 03/030965 offenbart ein Modul zur Leukozytenstimula- 
10 t ion, wobei in dem Modul auf einem Trager ein Komplex aus 

Antigen-prasentierender Zelle (MHC) und Antigen immobilisiert 
ist. Dieses Dokument offenbart auch, dass eine Ablosung 
stimulierter Leukozyten erfolgt, es ist jedoch nicht 
offenbart, wie eine solche Ablosung kontrolliert gesteuert 
15 werden kann. 

WO 03/031473 offenbart ein Modul zum Herabsetzen der 
Aktivitat von Leukozyten, welches einen Trager und einen 
Liganden umfasst, der an den Trager gebunden ist und zur 
2 0 Wechselwirkuhg mit einem Rezeptor von Leukozyten geeignet 
ist . 

Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, eine Matrix oder eine 
die Matrix umfassende Vorrichtung bereit zustellen, mit der es 
25 moglich ist, in vivo Leukozyten zu stimulieren und/oder eine 
immunologische Toleranz im Blutkreislauf zu induzieren, wobei 
die stimulierten Leukozyten zeitlich kontrolliert wieder von 
der Matrix ablosbar sind. 

30 

Gegenstand der Erfindung 

Das oben erwahnte Problem der Erfindung wird durch eine 
Leukozytenstimulations-Matrix nach Anspruch 1 und ein 
35 Leukozytenstimulations-Modul gemaB Anspruch 12 gelost. 
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Die "Leukozytenstimulations-Matrix der vorliegenden Erfindung 
weist folgende Bestandteile auf: 

a) ein oder mehrere Trager, 

b) eine losliche Matrix zur Einbettung eines oder 
5 mehrerer Bestandteile zur Generierung einer 

Leukozytenstimulation und/oder Induktion einer 
immunologischen Toleranz r 

c) ein oder mehrere in die losliche Matrix eingebettete 
Bestandteile zur Generierung einer Leukozyten- 

10 stimulation und/oder Induktion einer immunologischen 

Toleranz . 

GemaB der vorliegenden Erfindung binden zirkulierende 
Antigen-spezif ische Leukozyten an die in die losliche Matrix 
15 eingebetteten Bestandteile^werden dort zeitweise gebunden, 
. stimuliert und verlassen als aktive Zellen die Matrix bzw. 
ein Modul, welches die Leukozytenstimulations-Matrix enthalt. 

Durch eine derartige erfindungsgemafie Leukozytenstimulations- 

20 Matrix kann eine sukzessive kontrollierte Auflosung der 
auBeren Matrixoberf lache innerhalb eines vorbestimmten 
Zeitrahmens, bevorzugt innerhalb von Stunden bis zu etwa 
einem Tag, gewahrleistet werden. Die losliche Matrix lost 
sich kontrolliert schichtweise in einer Leukozyten enthal- 

25 tenden Flussigkeit, bevorzugt Vollblut, ab, wobei auch in der 
loslichen Matrix enthaltene Bestandteile zur Generierung 
einer Leukozytenstimulation und/oder Induktion einer 
immunologischen Toleranz ( z . B . Antigene) abgelost werden 
konnen, und hieran gebundene Leukozyten von der Matrix 

30 entfernt werden. Bei Einbringen der Leukozytenstimulations- 
Matrix bzw. eines Moduls, welches diese enthalt, in den 
Korper werden diese Leukozyten durch die Blutzirkulation 
zuriick in den Korper uberfuhrt. Die Auf losungszeit der 
jeweils auBeren Schichten der loslichen Matrix wird so 

35 gewahlt, dass eine fur die jeweilige antigenspezif ische 
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Leukozytenaktivierung geeignete Bindungsintensitat und 
Binclungsdauer gewahrleistet wird. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der vorliegenden Erfin- 
5 dung sind zusatzlich zu den Bestandteilen a) bis c) ein oder 
mehrere Bindungskoppler vorgesehen, urn eine Bindung zwischen 
Trager und den ein oder mehreren Bestandteilen zur Generie- 
rung einer Leukozytenstimulation und/oder Induktion einer 
immunologischen Toleranz zu vermitteln . Bevorzugt handelt es 

10 sich bei der vermittelten Bindung urn eine kovalente Bindung, 
so dass zumindest ein Teil der eingebetteten Bestandteile zur 
Generierung einer Leukozytenstimulation und/oder Induktion 
einer immunologischen Toleranz iiber die Bindungskoppler 
kovalent mit dem Trager verbunden ist. Erf indungsgemaft sind 

15 aber auch nicht-kovalente Bindungen, also z.B. ionische 

Bindungen, Bindungen aufgrund hydrophober Wechselwirkungen, 
van der Waals-Wechselwirkungen usw. dieses Bestandteils mit 
dem Bindungskoppler umfasst. Die vorliegende Erfindung 
umfasst auch solche Ausf uhrungsf ormen, bei denen der 

20 Bestandteil zur Generierung einer Leukozytenstimulation 

und/oder Induktion einer immunologischen Toleranz sowohl an 
den Bindungskoppler gebunden ist, also auch teilweise ohne 
eine Bindung an den Bindungskoppler in die losliche Matrix 
eingebettet ist. 

25 

Trager 

Der Trager der erf indungsgemaften Leukozytenstimulations- 
Matrix ist nicht besonders eingeschrankt , solange auf diesem 
eine losliche Matrix gemafi der vorliegenden Erfindung 
30 aufgebracht werden kann. Bevorzugt ist der Trager aus einem 
biokompatiblen Material. Bevorzugt sind Trager, die Poren 
aufweisen. 

Als duroplastische Tragermaterialien sind bspw. Polyurethane, 
35 Polyamid oder Polyester verwendbar, wobei Polyurethane 

bevorzugt sind, Unter den Polyurethanen sind offenporige 
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hydrophile, aber auch hydrophobe Polyurethan-Schaume 
verwendbar, die wahlweise Pigmente/ z.B. Kohlenstoff pigmente 
und/oder Siliciumdioxidpigmente, enthalten konnen. 

5 Weiterhin konnen als Polyurethane (PU) PU-Lacke verwendet 
werden oder andere Halbzeuge, die ebenfalls wahlweise 
Pigmente wie oben erwahnt enthalten konnen. Besonders 
bevorzugt ist PU Medical Grade (bezogen von der Firma KCI) . 
Als thermoplastische Tragermaterialien sind z.B. Polycar- 
10 bonate oder Polystyrol geeignet . Ebenfalls verwendbar sind 
Polyethylene oder Polypropylene, wobei diese bevorzugt in 
Kombination mit haf tvermittelnden Pigmenten kombiniert 
werden. Auch Elastomere sind verwendbar. 

15 Weitere geeignete Polymere sind z.B. PTFE ( Polytetraf luor- 
ethylen) , Dacron oder Polymethylpentan . 

Weiterhin bevorzugt sind Materialien, die in der Chirurgie 
als. sich auflosendes Nahtraaterial verwendet werden (Englisch: 

20 sutures) , wie beispielsweise Monocryl ( Poliglecaprone 25, 
PDS-2 (Polydioxanon) , Maxon ( Polyglyconat ) , Vicryl 
(Polyglactin-910) und Dexon-Plus ( Polyglycolsaure) . Die 
Verwendung derartiger, sich in Korperf liissigkeiten, 
beispielsweise Vollblut, auflosenden Materialien, bietet den 

25 Vorteil, dass sich nach vollstandiger Auflosung der aufieren 
Matrix bzw. Hiille auch der Trager nach und nach auflost, so 
dass bei Verwendung des Leukozytenstimulations-Moduls bzw. 
der Leukozyt ens timulat ions -Matrix als Transplantat dieses 
nicht notwendigerweise aus dem Korper entfernt werden muss. 

30 

Weiterhin ist als Tragermaterial Glas in samtlichen moglichen 
Formen, z.B. Fasern, offenporig oder geschaumt, geeignet. 

Ebenfalls sind Metalle als Trager geeignet, bevorzugt 
35 biokompatible Metalle oder mit biokompatiblen Metallen 
beschichtete Trager. Auch Naturstoffe, wie Darme, oder 
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biologische Materialien, wie Schwamme, sind erf indungsgemaJB 
bevorzugt verwendbar. 

Polymermateri alien, die Poren aufweisen, sind besonders 
5 bevorzugt, insbesondere Polyurethan. Die Poren konne eine 
beliebige GroBe aufweisen. Durchschnittliche PorengroUen im 
Bereich von 0,5 - 2 mm, insbesondere etwa 1 mm, sind 
bevorzugt. 

10 Losliche Matrix 

Weiterhin umfasst die Leukozyt ens timulat ions -Matrix der 
vorliegenden Erfindung eine auf dem Trager befindliche 
losliche Matrix, in die ein oder mehrere in die Matrix ■ 
eingebettete Bestandteile zur Generierung einer Leukozyten- 

15 stimulation und/oder Induktion einer immunologischen Toleranz 
eingebettet sind. Der Begriff "loslich" bedeutet, so wie er 
in der vorliegenden Erfindung zur Beschreibung der loslichen 
Matrix verwendet wird, dass sich die losliche Matrix in 
Vollblut innerhalb von Stunden bis zu wenigen Tagen auf lost. 

20 

Die losliche Matrix (b) ist in einer bevorzugten Ausf iihrungs- 
form der vorliegenden Erfindung aus langkettigen Zucker- 
verbindungen wie z.B. Starke, Cellulose und/oder Glykogen 
einer seits, und Polyethylenglykol andererseits auf gebaut . 

2 5 Erf indungsgemaB braucht aber keine langkettige Zuckerver- 

bindung enthalten zu sein. PEG ist somit in einer bevorzugten 
Ausf iihrungsf orm der Erfindung notwendiger Bestandteil der 
loslichen Matrix, und die langkettigen Zucker sind wahlweiser 
Bestandteil. In einer anderen bevorzugten Ausf iihrungsf orm der 

3 0 vorliegenden Erfindung sind neben PEG keine langkettigen 

Zucker als Bestandteile der loslichen Matrix enthalten. 

Die losliche Matrix umfasst in der genannten Ausf iihrungsf orm 
mit langkettigen Zuckerverbindungen bevorzugt 50-90 Gew . -% , 
35 bevorzugt 60-80 Gew.-%, langkettige Zuckerverbindung (en) und 
10-50 Gew.-%, bevorzugt 20-40 Gew.-%, eines Polyethylen- 
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glykols, bezogen auf die Summe aus langkettiger Zucker- 
verbindung und Polyethylenglykol . Bei beiden genannten 
erf indungsgemaflen Ausf iihrungsf ormen der loslichen Matrix kann 
gewahrleistet werden, dass sich die losliche Matrix innerhalb 
5 von wenigen Stunden, bevorzugt etwa 4-12 Stunden, im Blut 

langsam auf lost. Grundsat zlich kann durch Steigerung des PEG- 
Anteils die Auf losung verlangsamt werden. Somit ist eine 
Steuerung der Auf losungszeit der loslichen Matrix durch 
Variation der Anteile an PEG und langkettiger Zucker- 
10 verbindung moglich. 

Eine Steuerung der Auf losungszeit der loslichen Matrix kann 
weiterhin auch uber das Molekulargewicht des PEG gesteuert 
werden. Als Polyethylenglykol (PEG) wird bevorzugt PEG mit 

15 einem Molekulargewicht im Bereich von 1-200 kD verwendet . 

Bevorzugt ist ein Molekulargewichtsbereich von etwa 10 bis 
etwa 60 kD, weiterhin bevorzugt etwa 10-30kD, besonders 
bevorzugt etwa 30 kD. Es konnen auch modif iezierte PEG 
verwendet werden, bspw. solche, bei denen PEG-Molekiile durch 

20 Spacer verbunden sind. PEG wird bevorzugt als wasserige 
Losung verwendet, wobei z.B. bei einem PEG von 15-20 kD 
Molekulargewicht etwa eine 1-10 Gew.-% Losung verwendet wird, 
bevorzugt etwa 5 Gew.-%. Bei PEG mit kurzem Molekulargewicht 
(z.B. etwa 6 kD) kann die Konzentration bis zu 20 Gew. -% 

25 betragen, bei PEG mit groBerem Molekulargewicht kann die 
Konzentration auch darunter liegen. Die geeignete 
Konzentration kann vom Fachmann durch Versuche ermittelt 
werden. PEG kann auch an verschiedene Zytokine, wie bspw. 
Interferone (IFN) , gekoppelt werden, wobei derartige PEG- 

30 Interf eronprodukte ebenfalls im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung als Bestandteil der loslichen Matrix verwendet 
werden konnen. Damit hat man die Moglichkeit, Zytokine als 
Leukozyten-stimulierende Mittel mit in die losliche Matrix 
einzube Ziehen. 



35 
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Bestandteil zur Generierung einer Leukozytenstimulation 
und/oder Induktion einer immunologischen Toleranz 

Leukozytenstimulation bedeutet erf indungsgema.fr , dass 
5 bereits gepragte Immunzellen spezifisch in ihrer Immunantwort 
verstarkt werden. Der Begriff umfasst aber auch die Pragung 
ungepragter (naiver) Immunzellen. Der Begriff Leukozyten 
umfasst B~Lymphozyten, T-Lymphozyten, Granuozyten und 
Neutrophile . 

10 

Unter Induktion einer Toleranz ist erf indungsgema.fr zu 
verstehen, dass eine Anergie der Leukozyten gegeniiber einem 
bestimmten Antigen induziert wird, d.h. eine Inaktivierung. 
Dabei werden Leukozyten mit einem Antigen stimuliert und 
15 gleichzeitig kostimulatorische Molekiile inhibiert. 

Als Bestandteil zur Generierung bzw. Auslosung bzw. Erzeugung 
einer Leukozytenstimulation und/oder Induktion einer 
immunologischen Toleranz konnen erf indungsgemaft z.B. 

20 Antigene, Haptene, MHC-Molekiile , kostimulatorische Faktoren, 
Zellbestandteile und/oder Membranf ragmente Antigen- 
prasentierender Zellen verwendet werden. Die Antigene 
brauchen dabei nicht vorher isoliert werden. Auch unversehrte 
oder weitgehend unversehrte Viren, Bakterien, Zellen oder 

25 Hiillen hiervon, welche Antigene aufweisen, konnen als 

Bestandteil zur Generierung einer Leukozytenstimulation 
und/oder Induktion einer immunologischen Toleranz 
erf indungsgemaB verwendet werden. Es konnen auch inaktivierte 
Viren, Bakterien usw. verwendet werden. Die Inaktivierung 

30 kann gemafi> dem Fachmann bekannten Verfahren erf olgen, bspw. 

UV-Bestrahlung. Die Antigene, z.B. Peptide, die aus beispiels- 
weise Viren-, Bakterien- oder Tumorzellpraparationen isoliert 
werden, konnen an MHC-Molekule gekoppelt sein oder an die 
Membranbestandteile Antigen-prasentierender Zellen, wie 

35 beispielsweise dendritischer Zellen (DC) , der zu behandelnden 
Patienten (autologe Zellen) oder konnen von allogenen 
Spendern stamen. Der immunrelevante Anteil der loslichen 
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Matrix, d.h. der Teil, der eine Immunantwort hervorruft, kann 
erf indungsgemali auch als immunstimulatorischer Komplex (IK) 
bezeichnet werden . 

5 Bei dem Antigen kann es sich urn ein synthetisches Antigen 

handeln, oder das Antigen wird aus Viren, Bakterien, Pilzen, 
Protozoen, Parasiten (z.B. Wurmern) , Tumoren, Allergenen, 
Zellkulturen oder aus korpereigenem Gewebe gewonnen. Das MHC- 
Molekiil und/oder der kostimulatorische Faktor konnen aus 
10 korpereigenem Gewebe gewonnen werden, aus Zellkulturen,. oder 
diese konnen synthetisch hergestellt werden. 

Eine Ubersicht der kostimulatorischen Molekule findet sich 
z.B. in Rothstein und Sayegh, Iinmunolo-gical Reviews 2 0 03, 
15 "T-cell costimulatory pathways in allo-graft reaction and 
tolerance". Diese sind erf indungsgemali umfasst. 

Erf indungsgemali konnen in Anwesenheit von Antigen bevorzugt 
die folgenden kostimulatorischen Molemule verwendet werden: 

20 

- Alle kostimulatorische Molekule der CD28/CTLA-4 : B7-Familie : 
CD28, CTLA-4, ICOS, PD-1, B7-1, B7-2, B7RP-1, PD-L1, PD-L2 . 

- Tumornekrosef aktoren: Tumornekrosef aktorrezeptorf amilie : 
25 CD154/CD40L, 4-IBB (CD137), Ox-40 (CD134), CD27; Liganden: 

CD40, 4IBBL (CD137L) , Ox40L (CD134L) , CD70. 

Weitere kostimulatorische Molekule, die noch gefunden werden, 
sind ebenfalls umfasst. 

30 

Bevorzugt ist der Bestandteil zur Generierung einer Leuko- 
zytenstimulation und/oder Induktion einer immunologischen 
Toleranz, z.B. gegenuber einem Virus, ein Virus der Familie 
der Herpesviren, insbesondere das Cytomegalievirus (CMV) , 
35 Epstein Barr Virus (EBV) oder Herpes Simplex Virus (HSV 1+2), 
oder ein Fragment oder Teil, eine Virushulle oder ein Virus- 
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hiillenf ragment hiervon, die Antigene enthalten, welche eine 
Immunantwort hervorrufen konnen . 

Weiterhin sind verwendbar: SARS (Coronavirus) ; Rhinovirus; 
Picornaviren, insbesondere Poliovirus r Coxsackievirus f 
Retroviren, insbesondere das humane Immundef izienz Virus 
(HIV) , 

ein Hepatitis auslosendes Virus, insbesondere Hepatitis B 
Virus (HBV) oder Hepatitis C Virus (HCV) , 

Coronaviren, insbesondere SARS-assoziierte Coronaviren; 
und/oder jeweils Antigene hiervon oder ein Fragment oder 
Teil, eine Virushlille oder ein Virushiillenf ragment hiervon, 
die Antigene enthalten, welche eine Immunantwort hervorrufen 
konnen . 

Weiterhin sind erfindungsgemafi alle anderen Viren, die mit 
chronischen Entziindungskrankheiten oder Tumorerkrankungen 
verbunden sind, Orthomyxoviren (Influenza) r Paramyxoviren 
(Mumps, Masern bei fehlender oder nicht ausreichender 
Impfung) , Papovaviren (Papillomaviren) verwendbar. Auch 
Viren, gegen die keine Impfung existiert und/oder mit akuter 
Pathogenitat/Lethalitat sind einsetzbar. 

Besonders geeignet ist die erf indungsgemafie Leukozyten- 
stimulations -Matrix fur bei Patienten verwendbar, bei denen 
eine antivirale Chemotherapie nicht greift (z.B. Resistenzen 
entwickelt wurden) oder lokale Virus-vermittelte Entziindungen 
durch systemische Behandlung nicht erreicht werden (z.B. CMV- 
Retinitis) . 

Besonders bevorzugt Ist das Antigen ein Cytomegalievirus des 
Stafnms CMV Hi91, AD169, Towne, Davis oder die Hulle, ein Teil 
oder Fragment hiervon. Andere Labor- oder Wilds tamme sind 
aber ebenfalls umfasst. 
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Als Virentypen konnen RNA-Viren, DNA-Viren, Viren rait Hull en, 
Viren ohne Hullen, onkogene Viren (Papilloma -Virus) , HHV-8 
u.s.w. verwendet werden. 

5 Im Fall einer Antibiotika-Unvertraglichkeit , Resistenzen oder 
lokalen Bakterien-induzierten lokalen Entziindungen konnen 
erfindungsgema.fi> Bakterien oder Telle bzw. Fragmente hiervon, 
die Antigene enthalten, verwendet werden. 

10 Grundsatzlich sind alle Spezies aus den Familien bzw. 

Gattungen der Staphylokokken; Streptokokken; Enterokokken; 

Neisserien; Enterobakerien; Vibrionen (Cholera) ; alle 

nichtf ermentierenden Bakterien; Campylobacter; Helicobacter; 

Haemophilus; Bordetellen; Legionellen; alle Anthropozoonose- 
15 erreger; Korynebakterien; Bacillus; Clostridien; 

Mykobakterien; Nocardien; Treponemen; Borrelien (bevorzugte 

zeitlich nahe Testung bei Patienten mit Borreliose) ; 

Leptospiren; Bartonella; Mykoplasmen; Chlamydien verwendbar. 

20 " Unter den Pilzen sind insbesondere SproBpilze (Candida) ; 

Fadenpilzer ( Schimmelpilze, Aspergillus) ; Dimorphe Pilze; und 
andere wie Pneumocystis carinii verwendbar, bevo.r zugt 
humanpathogene Pilze und sogenannte "Krankenhauskeime" wie 
Aspergillus oder Candida albicans . 

25 

Unter den Parasiten sind insbesondere Protozoen; Trematoden; 
Cestoden; Nematoden erf indungsgemaft einsetzbar. 

Auch Prionen oder noch nicht bekannte oder definierte 
30 Pathogene sind grundsatzlich einsetzbar. 

Im Fall von Tumoren konnen insbesondere Membranbestandteile 
inaktivierter Tumor zellen, besonders des malignen Melanoms, 
verwendet werden. 



35 
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Bei Autoimmunerkankungen/Allergien konnen grundsat zlich 
erf indungsgemaft alle derzeit und zukiinftig bekannten 
relevanten Antigene, besonders Kollagen, Zellmembranen von 
biliaren Epithelzellen etc. verwendet werden. 

5 

Ein bevorzugter inhibitorischer Faktor , der bei der Erzeugung 
einer Immuntoleranz verwendet werden kann, ist LIR-1 . 

Die Konzentration des Bestandteils zur Generierung einer 
10 Leukozytenstimulation und/oder Induktion einer irnmunolo- 

gischen Toleranz in der Hiille kann vom Fachmann durch geeig- 
nete Versuche ermittelt werden. Bevorzugt richtet sich die 
Menge bzw. Konzentration dieses Bestandteils bei Einbringen 
in den Korper nach den in herkommlichen Impfungen verwendeten 
15 Mengen. Bei herkommlichen Impfungen werden beispielsweise 
etwa 20 pg Virusantigen verwendet. 

Insgesamt ist die losliche Matrix zusammen mit dem eingebet- 
teten Antigen erfindungsgemaB bevorzugt in etwa wie folgt 
2 0 aufgebaut: 

Definition der Matrix (Gew.-%): 

Moglicher Bereich Bevorzugter Bereich 

Summe aus PEG und 

langkettigem Zucker 99,5-99,999 Gew.-% 99,9-99,99 Gew.-% 

Antigen 0,001-0,5 Gew.-% 0,01-0,1 Gew.-% 

25 Wird statt eines im wesentlichen isolierten Antigens ein 

ganzes Virus, Bakterium, eine Hiille hiervon oder dergleichen 
verwendet, kann der oben angegebene Antigenanteil auch mehr 
als 0,5 Gew.-% oder 0,1 Gew.-% betragen 

30 Wie oben bereits erwahnt, liegt ein langkettiger Zucker dabei 
nicht notwendigerweise vor. Die Verteilung aus PEG und lang- 
kettiger Zuckerverbindung betragt in einer bevorzugten Aus- 
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f uhrungsf orm jedoch 50-90 Gew . -% , bevorzugt 60-80 Gew. 
langkettige Zuckerverbindung (en) und 10-50 Gew. -%, bevorzugt 
20-40 Gew. -%, eines Polyethylenglykols , bezogen auf die Summe 
aus langkettiger Zuckerverbindung und Polyethylenglykol . 

5 

Bindungskoppler 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der vorliegenden 
Erfindung ist ein Bindungskoppler vorgesehen, urn eine Bindung 
zwischen Trager und dem einen oder mehreren Bestandteilen zur 

10 Generierung einer Leukozytenstimulation und/oder Induktion 
einer immunologischen Toleranz zu vermitteln. Bei diesem 
Bindungskoppler, der bevorzugt eine kovalente Bindung 
vermittelt, handelt es sich vorzugsweise urn ein Element, das 
aus Cyanogenbromid, Cyanoborhydrid, Agarose, Agarosederiva- 

15 ten, Silan, Silanderivaten oder Kombinationen hiervon ausge- 
wahlt ist. In einer weniger bevorzugten Ausf uhrungsf orm kann 
auch p-Toluolsulf onylchlorid verwendet werden. Besonders 
bevorzugt ist das Silanderivat ein Alkoxysilan, noch 
bevorzugter ein Anhydridoalkoxysilan oder ein anderes 

20 Alkoxysilan, welches mindestens eine Carboxylgruppe aufweist. 
Die Alkoxygruppe ist jeweils bevorzugt eine Methoxy- oder 
Ethoxygruppe . Ein besonders bevorzugtes Anhydridoalkoxysilan 
ist 3- (Triethoxysilyl) propylbernsteinsaureanhydrid (GENIOSIL 
® GF 20, Wacker) . Auch Aminogruppen enthaltende Alkoxysilane 

25 sind verwendbar, z.B. ( 3-Aminopropyl ) trimethoxysilan oder [ 3- 
(2-Aminoethylamino) propyl] trimethoxysilan . Weiterhin 
bevorzugt ist (3- (2, 3-Epoxypropoxy) propyl) trimethoxysilan 
(GENIOSIL® GF 80) . Weiter Alkoxysilane konnen entsprechend 
der jeweiligen Trager und Bedingungen vom Fachmann ausgewahlt 

30 werden. 

Es hat sich herausgestellt , dass Alkoxysilane, insbesondere 
Anhydridoalkoxysilane wie GENIOSIL® GF 20, aber auch 
GENIOSIL® GF 80, besonders gut zur Vermittlung einer Bindung 
35 an einen Polyurethan- oder Glastrager geeignet sind. 
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Die Erfindung erlaubt die zeitlich limit ierte Bindung von 
Leukozyten aus Vollblut oder aus Vollblut isolierten 
Leukozyten, deren spezifische Antigenstimulation und die 
Ruckfiihrung der stimulierten Leukozyten in den Blutkreislauf 
5 durch Auflosung der Matrix im Vollblut bzw. einer Leukozyten 
enthaltenden physiologischen Fllissigkeit. 

Weiterhin 1st erf indungsgemali die Induktion einer immunolo- 
gischen Toleranz durch die Zugabe inhibitorischer Faktoren 

10 bei gleichzeitiger spezifischer Aktivierung moglich. Die 

Zugabe inhibitorischer Faktoren kann beispielsweise wahrend 
der Bildung der loslichen Matrix erfolgen, d.h. die inhibi- 
torischen Faktoren werden mit in die losliche. Matrix einge- 
bettet, oder es kann eine Zugabe wahrend der Leukozyten- 

15 stimulation erfolgen. Die inhibitorischen Faktoren konnen 
auch iiber einen der oben genannten Bindungskoppler in die 
losliche Matrix eingeb'ettet werden. Im Fall einer Induktion 
einer immunologischen Toleranz wird ein Leukozyt zwar mit dem 
Antigen in Kontakt gebracht, kann aber durch die Einwirkung 

2 0 der inhibitorischen Faktoren gegen die Antigene nicht aktiv 
werden. Ein geeigneter inhibitorischer Faktor ist beispiels- 
weise LIR-1. Weitere inhibitorische Faktoren sind dem Fach- 
mann bekannt und durch die Erfindung umfasst. Auch inhibito- 
rische Faktoren, die noch gefunden werden, sind erfindungs- 

25 gemafi umfasst. - 

Die erf indungsgemafte Leukozytenstimulations-Matrix kann auch 
als Implant at verwendet werden. 

30 Leukozyt ens timulationsmodul 

Die Leukozytenstimulations-Matrix gemafi der vorliegenden 
Erfindung kann in einem Leukozytenstimulations-Modul 
eingesetzt werden. Das Leukozytenstimulations-Modul umfasst 
35 ein Gehause, welches bevorzugt aus Glas oder einem Kunststoff 
hergestellt ist, wobei der Kunststoff bevorzugt untoxisch und 
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gegenuber einer biologischen Fliissigkeit wie Vollblut inert , 
d.h. im wesentlichen unloslich, ist. Das Leukozyten- 
stimulations-Modul umfasst mindestens eine Off nung. Bevorzugt 
ist mindestens eine Einlassof f nung und mindestens eine 
5 Auslassof f nung vorgesehen, weiterhin bevorzugt genau eine 
Einlassof f nung und genau eine Auslassof f nung . Das Gehause 
bzw. Modul kann aber auch auf andere Weise ausgestaltet sein, 
beispielsweise nur mit einer Offnung, durch welche eine 
Leukozyten enthaltende Fliissigkeit einstromt und auch wieder 
10 ausstromt. Weitere Ausgestaltungen- des Moduls konnen vom 

Fachmann konstruiert werden, bspw. solche mit mehr als einer , 
z.B. zwei Eingangsof fnungen und/oder Ausgangsof f nungen . 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren 
15 zur Leukozytenstimulation und/oder Induktion einer immunolo- 
gischen Toleranz, wobei eine Leukozyten enthaltende Fliissig- 
keit, wie beispielsweise Vollblut, mit einer Leukozyten- 
stimulations-Matrix der vorliegenden Erfindung in Kontakt 
gebracht wird. Bevorzugt erfolgt dieses Kontaktieren in einem 
2 0 Leukozytenstimulations-Modul gemaft der vorliegenden 

Erfindung. Weiterhin bevorzugt erfolgt dieses Kontaktieren im 
Blutstrom eines Patienten, d.h. in vivo. 

Das erf indungsgemaBe Modul kann bei Patienten bzw. in 
25 klinischen Situationen mit mangelnder zellularer Immunantwort 
z. B. gegen virale oder bakterielle Inf ektionserreger oder 
Tumorantigene eingesetzt werden. 

Das erf indungsgemalie Modul kann beispielsweise in den 
30 Blutstrom des Patienten eingesetzt werden. Eine bevorzugte 

Ausf tihrungsf orm besteht darin, dass das Modul zum transienten 
Einbringen in den Patienten-Blutstrom uber einen Sheldon- 
Katheter eingesetzt wird. Dabei binden zirkulierende Antigen- 
spezifische T-Zellen an die in die Matrix eingebetteten 
35 Bestandteile, werden dort zeitweise gebunden, stimuliert und 
verlassen als hochaktive Zellen das Modul. Ef f ektorzellen mit 
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nur unzureichender s'pezifischer Fun kt ion werden stimuliert 
und verlassen als hoch aktive Zellen das Modul. Gedachtnis- 
zellen, die zuvor Kontakt mit dem in die losliche Matrix 
eingebetteten Bestandteil hatten, binden ebenfalls an die^ 
5 Matrix. Auch diese bereits gepragten Zellen werden stark 

aktiviert. Weiterhin konnen ungepragte (naive) T-Zellen an 
•die Matrix binden und werden gegen das prasentierte Antigen 
MHC-Molekul, kostimulatorischen Faktor oder anderen 
Zellbestandteil gepragt . Durch kostimulatorische Faktoren, 

10 die dem Modul wahlweise beigegeben werden konnen, oder die 
ebenfalls in die losliche Matrix eingebettet werden (z.B. 
DC-Adhasionsmolekiile, Zytokine etc.), kommt es zur 
Aktivierung dieser Zellen, die zuruck in den Blutkreislauf 
gelangen, urn dort mitt els spezifischer Ef f ektormechanismen 

15 das Pathogen zu eliminieren. Die Induktion einer humoralen 
Immunantwort kann sich anschlieiien (T-Zell-vermittelte B- 
Zellaktivierung) . 

Eine Immuntoleranz kann wie oben beschrieben durch Anwendung 
2 0 einer entsprechenden Matrix , in die inhibierende Faktoren 
eingebettet sind, in dem Modul erreicht werden, oder indem 
inhibierende Faktoren wahrend der Leukozytenstimulation in 
das Modul gegeben werden. 

25 Durch Auflosung der loslichen Matrix werden gebundene stimu- 
lierte Leukozyten wieder freigesetzt und gelangen in den 
Korper. Gleichzeitig gelangen durch das Auflosen der Matrix 
tiefer liegende Schichten der Matrix mit antigenen Determi- 
nanten an die Oberflache, und neue unbesetzte Bindungsstellen 

30 werden frei. Der Vorgang der Antigenvermittelten Leukozyten- 
bindung und -stimulation lauft ununterbrochen weiter, bis 
keine losliche Matrix mehr vorhanden ist. 

Vorteilhaf terweise kann durch Einsatz des erfindungsgemaBen 
35 Moduls die Akkumulation von Leukozyten und ein immun stimuli e- 
render Mechanismus in einem definierten Volumen erreicht 
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werden. Bei einer ex vivo-Anwendung geiaaJJ Stand der Technik 
werden stimulierte Leukozyten in den Korper des Patienten 
zurxickgegeben, wobei die Verteilung der stimulierten Leuko- 
zyten nach der Ruckgabe vollkommen unklar ist. 

5 

Durch den Einsatz des Leuko zyt ens timulat ions -Moduls (d.h. 
insbesondere durch Einbringen in den Blutstrom des 
Patienten) , oder auch durch ex vivo-Inkubation der Matrix mit 
Vollblut des Patienten, binden zirkulierende Leukozyten, z.B. 

10 - T-Zellen, spezifisch an die auBere Schicht der loslichen 

Matrix- Die erf indungsgemafie Zusammenset zung der loslichen 
Matrix bedingt den sukzessiven Abbau der aufieren Schichten. 
Dadurch werden auch gebundene und stimulierte Leukozyten vom 
Festkorper abgelost und werden durch den Blutfluss oder durch 

15 mechanische Behandlung (z.B. Schutteln) dem Blut 

zuruckgef iihrt . Das Ablosen der auBeren Schicht der Hiille 
bewirkt die Erneuerung der immunogenen Oberf lache . Leukozyten 
konnen an die neu an der Oberflache erschienenen 
immunstimulatorischen Komplexe, Antigene, Zellbestandteile , 

20 MHC-Molektile etc. binden. Der Vorgang wiederholt sich 
solange, bis die Hulle vollstandig aufgelost ist. Die 
abgelosten Bestandteile sind in Blut untoxisch und 
ungef ahrlich, da es sich ausschlieftlich urn biokompatibles 
Material und/oder autologe Bestandteile des Patienten 

25 handelt . Die moglicherweise weiterbestehende Iirununogenitat 

der zirkulierenden immunstimulatorischen Komplexe im Blut ist 
zusatzlich von Vorteil, da es bis zu deren biologischem Abbau 
zur weiteren antigenspezif ischen Immunstimulation im 
Patienten kommt . 

30 

Das Modul weist bevorzugt ein Kunststof f gehause mit bevorzugt 
etwa 5 bis 500 ml Volumen auf . Ein- und Ausstromungsstutzen 
werden im Durchmesser an die Schlauchverbindungen der 
Katheter-Anschlusse angepasst. Der Katheter kann doppellumig 
35 (z.B. ein Sheldon-Katheter ) sein, so dass es ermoglicht wird, 
die Fliefigeschwindigkeit des Blutes pro Lumen um bis zu 50% 
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zu vermindern. Das Gehause beinhaltet die erf indungsgemaiie 
Leukozytenstimulat ions -Matrix. 

Bei Bedarf kann das Leukozytenstimulations-Modul als 
5 funktiqnelle Einheit nach Befullung mit Blut des Patienten 
von den Katheterverbindungen abgekoppelt werden, urn z.B. 
weitere Modifikation ex vivo vorzunehmen (z.B. Zugabe von 
kostimulatorischen Faktoren,* Zytokinen, Hormonen, 
inhibierenden Faktoren usw.) , ohne dabei das Blut aus dem 

10 Modul zu entnehmen. Das mit Blut gefiillte Gehause kann fur 
einige Stunden bei stetiger Bewegung und Temperaturen tiber 
30 °C inkubiert werden, um es dann nach dem Patienten tiber den 
bereits liegenden Katheter direkt aus dem Leukozyten- 
stimulations-Modul zuruck zuzufuhren. Dies kann auch mehrfach 

15 wiederholt werden. 

Vorteile der Erfindung 

Es existieren derzeit keine Verfahren zur zeitlich kontrol- 
20 lierten antigenspezif ischen Leukozytenstimulation im Blut- 
fluss bzw. im Vollblut oder allgemein in Leukozyten 
enthaltenden Flussigkeiten . Durch die vorliegende Erfindung 
konnte das Problem gelost werden, dass bei der Stimulation 
von Leukozyten liber immobilisierte Antigene gemali Stand der 
25 Technik eine derartig stabile Bindung an den Festkorper 

stattfindet, dass eine Ablosung der Leukozyten nicht mehr 
gewahrleistet ist. Im Blutkreislauf kann dies zur Anhaufung 
der Leukozyten innerhalb des eingesetzte Moduls gemali Stand 
der Technik fiihren. Die Folge ist eine Erhohung des 
30 Widerstands und spezifischer Stress fur die Leukozyten, 

unerwiinschte Nebenreaktionen, erhohte Gerinnungsef f ekte . Die" 
kontinuierliche Ruckfiihrung der stimulierten Leukozyten in 
den Blutkreislauf gemaJB der vorliegenden Erfindung ermoglicht 
die Losung der obengenannten Schwierigkeiten . 
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Das Leukozyt ens timulat ions -Modul bzw. die Leukozyten- 
stimulatipns-Matrix gema£> er vorliegenden Erfindung konnen 
bei der Therapie gegen virale chronische Infektionserkrankun- 
gen eingesetzt werden. Die Chronizitat basiert auf der 
5 Persistenz des Antigens im Gewebe und deren unzureichenden 
Immunantwort dagegen. Virale Erkrankungen werden zumeist iriit 
Chemother apeutika therapiert. Dies hat haufig eine 
Reminiszenzbildung der Nieren und starke Nebenwirkungen zur 
Folge. Durch die vorliegende Erfindung konnen de novo eine 
10 Induktion bzw. Verstarkung einer hoch-spezif ischen 

Immunantwort gegen ein Pathogen gewahrleistet werden. 

Durch die Bindung an den oder die Bestandteile zur 
Generierung einer Leukozytenstimulation und/oder Induktion 

15 einer immunologischen Toleranz konnen bereits gepragte 
Immunzellen spezifisch in ihrer Immunantwort verstarkt 
werden. Diese in niedriger Frequenz im Blut enthaltenen 
Zellen mlissen dabei nicht aufwendig isoliert und ex vivo 
expandiert werden, da die Zellen liber den Blutstrom 

2 0 automatisch in das Leukozytenstimulations-Modul gelangen und* 
dort stimuliert werden. Nach ihrer Aktivierung gelangen die 
Leukozyten durch die Auflosung der loslichen Matrix als 
Ef f ektorzellen direkt in den Blutkreislauf und in die 
betroffenen Gewebe. Durch die physiologische Umgebung im 

25 Blutstrom ist gewahrleistet, dass alle notwendigen Faktoren 
fur eine Ausreifung zu hochaktiven Eff ektorzellen vorhanden 
sind. 

Uberdies konnen gemaft der vorliegenden Erfindung auch 
30 Neuimmunisierungen vorgenommen werden und Toleranzinduktionen 
hervorgeruf en werden. 

Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung einer 
erf indungsgemafien Leukozytenstimulations-Matrix oder eines 
35 erf indungsgemaften Leukozytenstimulations-Moduls zur 

Leukozytenstimulation und/oder Induktion einer immunolo- 
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gischen Toleranz, sowie deren Verwendung in Nachweisverf ahren 
der Verteilung aktivierter T-Zell-Subtypen oder fur 
Impf ungen . 

Die vorliegende Erfindung wird im folgenden anhand von 
Ausfuhrungsbeispielen beschrieben, die den Umfang der 
vorliegenden Erfindung jedoch nicht beschrankten sollen. 

1. Ausf iihrungsf orm mit in der ^loslichen Matrix einge- 
betteten Antigenen 

Der Cytomegalievirusstamm Hi91 wurde in humanen kultivierten 
Vorhautf ibroblasten gezuchtet. Nach Auftreten des zyto- 
pathischen Effekts wurden die Zellkulturuberstande gesammelt , 
die Viren mittels Ultrazentrif ugation angereichert, mit 
Phosphat-gepuf ferter Salzlosung (0,1 M PBS mit Ca 24 *, Mg 2+ , pH 
7,4) gewaschen und mittels UV-Bestrahlung inaktiviert. Die 
Viren wurden mit 100 pi Natriumbicarbonat -Puffer (50 mM; pH 
8,0-9,6), der 5 Gew.-% 15-20 kD PEG (Produkt Nr. P2263, 
Sigma -Aldrich, 2, 2 1 - ([ Methylethyliden] -bis[ 4, 1-penylen- 
oxymethylen] ) -bis-oxiran-Polymer mit a-Hydroxypoly (oxy-1, 2- 
ethandiyl) enthielt, kurz (3-5 Minuten) bei Raumtemperatur 
inkubiert (PEGiliert) . 10 mg offenporiger Polyurethan (PU)- 
Schaum (PU Medical Grade, Firma KCI) wurden mit den in der 
Reaktionsmischung enthaltenen PEGilierten Viren bei 
Raumtemperatur inkubiert und anschliefiend getrocknet . 

Dabei wurden 20 p.1 der Antigenpraparation (CMV Hi91) beige- 
mischt. Fiir die Stimulationsversuche wurde Antigen von IxlO 6 - 
lxlO 7 Viren verwendet . Anschliefiend wurde Vollblut (500 p.1) 
eines CMV positiven Spenders mit bekannter nachweisbarer 
dauerhafter CMV-spezif ischer zellularer Immunaktivitat den 
vorbehandelten Materialproben zugegeben, und es wurde fiir 
eine Stunde in Bewegung bei 37° C inkubiert. 
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Nach dem Waschen der Trager mit dem obigen Natriumbicarbonat- 
puffer wurde das Blut fur die durchf lusszytometrische Analyse 
(FACS) zum Nachweis von de novo generierten proinf lammato- 
rischen Zytokinen in T-Zellen (CD4 und CD8) vorbereitet. Fur 
5 den Nachweis der T-Zell Aktivierung (CD69/IFN~gamma) wurde 

ein kauflicher Standard-Testkit (Becton Dickinson) verwendet . 

2. Ausf iihrungsf ormen mit kovalent gebundenen Antigenen 

10 Die Versuche wurden wie oben unter 1. beschrieben durchge- 
f iihrt . Allerdings wurde das Antigen nicht zusammen mit PEG 
zugegeben, sondern der PU-Schaum wurde vor Kontaktieren mit 
PEG und der Cellulose fiir 1-2 Stunden mir dem Bindungs- 
koppler 3- (Triethoxysilyl) propylbernsteinsaureanhydrid (5 % 

15 Geniosil® GF2 0 in Methanol) vorbehandelt. Anschlieliend 
wurden wie oben vorbereitete Antigene aus der Hlille des 
Cytomegalic virus auf die Tragermaterialien durch Inkubation 
kovalent gebunden . 

20 Ergebnisse: 

Sowohl kovalent gebundene als auch in der loslichen Matrix 
eingebettete Antigene konnten im Vollblut eine T-Zell 
vermittelte Immunantwort auslosen. Der Trager mit den 

25 kovalent gebundenen Antigenen zeigte nach mehrfach 
hintereinander wiederholten Ansatzen eine zunehmend 
abgeschwachte Immunreaktion (CD69/IFN-Y) • Dagegen war die 
generierte Immunreaktion mittels loslicher Matrix liber die 
Zeit konstant. Abbildung 1 zeigt beispielhaft eine 

30 Darstellung der durchf lusszytometrischen Versuchsergebnisse 
zur Stimulation der CMV-spezif ischen Immunantwort 
(Aktivierungsmarker CD6 9 /Interferon- gamma Produktion) mittels 
kovalent gebundener CMV-Antigene (Polyurethan KCI Medical 
Grade mit Silan (5% Geniosil® in Methanol) vorbehandelt) 

35 sowie nicht kovalent eingebetteter CMV-Antigene. Die 

Ausschiittung der Zytokine wurde durch Vorbehandlung der 
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Zellen mit Brefeldin A gehemmt . Die Quadrantenanalyse zeigt 
nach Abzug der Kontrollwerte (0,02 % unstimulierte Zellen) 
eine spezifische Aktivierung • bei 2,49 % der Lymphozyten 
(CD4 + ) . 

5 . 

Auf einem Trager kovalent oder in einer loslichen Matrix 
eingebettete Antigene konnen somit eine spezifische T-Zell 
vermittelte Immunantwort im Vollblut auslosen. Die losliche 
Matrix fiihrt zu einer kontinuierlichen Erneuerung der Antigen 
10 stimulierenden Komponente, die im Kontakt rait dem Blut ist. 
Blutbestandteile konnen demnach die funktionelle Kapazitat 
nicht inhibieren. 

Fig. l.a und b: Durchf lusszytometrische Ergebnisse, als 
15 Quadranten-analyse dargestellt. Die Punktewolke im Kasten 
rechts oben reprasentiert jeweils die durch CMV-HI91- 
Antigen aktivierten (CD69/IFN-y) CD4+ Zellen im Vollblut 
eines gesunden CMV-positiven Spenders. 

A) unstimulierte Kontrolle: 0.02 % / ( 

20 B) CMV-Hi91-Antigen auf mit Silan behandeltem Polyurethan: 
2.49% 

C) CMV-Hi 91 -Antigen auf mit Silan behandeltem Polyurethan 
(Wiederholung) : 0.75 % 

D) CMV-Hi91-Antigen auf loslicher Matrix (nach 
25 Wiederholung): 2.02 % 



30 



Obige Versuche wurden auch mit anderen Tragern wiederholt, 
d.h. mit Sepharose, Glas und Polystyrol, wobei vergleichbare 
Ergebnisse erzielt wurden. 
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Patentanspriiche 

1. Leukozytenstimulations-Matrix zur Leukozyten- 
stimulation und/oder Induktion einer immunologischen 
5 Toleranz, rait folgenden Bestandteilen : 



a) ein oder mehreren Tragern, 

b) einer loslichen Matrix zur Einbettung eines oder 
mehrerer Bestandteile zur Generierung einer Leukozyten- 

10 stimulation und/oder Induktion einer immunologischen 

Toleranz, 

c) ein oder mehreren in die losliche Matrix eingebetteten 
Bestandteilen zur Generierung einer Leukozyten- 
stimulation und/oder Induktion einer immunologischen 

15 " Toleranz. 

2. Leukozytenstimulations-Matrix nach Anspruch 1, 
wobei zusatzlich ein oder mehrere Bindungskoppler vorgesehen 
sind, urn eine Bindung zwischen Trager und den ein oder 
2 0 mehreren Bestandteilen zur Generierung einer Leukozyten- 

stimulation und/oder Induktion einer immunologischen Toleranz 
zu vermitteln- 



3. Leukozyt ens timulat ions -Matrix nach Anspruch 2, 
25 wobei die Bindung eine kovalente Bindung ist. 

4. Leukozytenstimulations-Matrix nach einem der 
vorhergehenden Anspriiche, wobei der Bestandteil zur 
Generierung einer Leukozytenstimulation und/oder Induktion 

30 einer immunologischen Toleranz aus der Gruppe ausgewahlt ist, 
die aus Antigenen, MHC-Molekulen, kostimulatorischen 
Faktoren, Zellbestandteilen, Zellhullen, Bakterien, Viren und 
Kombinationen hiervon besteht. 



35 



5. Leukozytenstimulations-Matrix nach Anspruch einem 
der vorhergehenden Anspruche r wobei der Bestandteil zur 
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Generierung einer Leukozytenstimulation und/oder Induktion 
einer immunologischen Toleranz ein synthetisches Antigen ist, 
oder aus Viren, Bakterien^ Pilzen, Tumoren, Allergenen oder 
aus korpereigenem Gewebe gewonnen wird, und/oder das MHC- 
5 Molekiil und der kostimulatische Faktor aus korpereigenem 
Gewebe, aus Zellkulturen und/oder synthetisch gewonnen 
werden. 

6. Leukozytenstimulations-Matrix nach Anspruch 4 oder 
10 5 r wobei der Bestandteil zur Generierung einer Leukozyten- 
stimulation und/oder Induktion einer immunologischen Toleranz 
ein Virus der Familie der Herpesviren oder ein Fragment 
hiervon ist, bevorzugt das Cytomegalievirus oder ein Fragment 
hiervon. 

15 

7 . Leukozytenstimulat ions -Matrix nach einem der 
vorhergehenden Anspruche, wobei der Trager aus Gruppe 
ausgewahlt 1st, die aus Polyurethanen, Polycarbonaten, 
Polystyrol, in der Chirurgie verwendeten, sich auflosenden 

20 Materialien, Glas, Naturstoffen wie Darmen oder biologischen 
Materialien wie Schwammen, oder Kornbinationen hiervon 
besteht . 

8 . Leukozyt ens timulat ions -Matrix nach einem der 

25 vorhergehenden Anspruche 2 bis 7 , wobei der Bindungskoppler 
aus der Gruppe ausgewahlt ist, 'die aus Cyanogenbromid, 
Cyanoborhydrid, Agarose, Agarosederivaten, Silan, Silan- 
derivaten oder Kornbinationen hiervon besteht. 

30 9. Leukozytenstimulations-Matrix nach Anspruch 8, 

wobei das Silanderivat ein Alkoxysilan ist, bevorzugt ein 
Anhydridoalkoxysilan oder ein anderes Alkoxysilan, welches 
mindestens eine Carboxylgruppe aufweist. 



35 10. Leukozytenstimulations-Matrix nach einem der 

vorhergehenden Anspriiche, wobei die losliche Matrix aus 
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langkettigen Zuckerverbindungen wie Starke, Cellulose, 
Glykogen einerseits, und/oder Polyethylenglykol andererseits 
aufgebaut ist. 

11. Leukozytenstimulations-Matrix nach Anspruch 10, 
wobei die losliche Matrix. aus 50-90 Gew.-%, bevorzugt 60-80 
Gew . -% , der langkettigen Zuckerverbindung und 10-50 Gew.-%, 
bevorzugt 20-40 Gew.-%, Polyethylenglykol, bezogen auf die 
Summe aus langkettiger Zuckerverbindung und Polyethylen- 
glykol, aufgebaut ist. 

12. Leukozytenstimulations-Modul, umfassend ein Gehause 
mit mindestens einer Offnung sowie eine darin befindliche 
Leukozytenstimulat ions -Matrix nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche . 

13. Leukozytenstimulations-Modul nach Anspruch 12, 
umfassend mindestens eine Einlassof fnung und mindestens eine 
Auslassof fnung, bevorzugt eine Einlassof fnung und eine 
Auslassof fnung . 

14. Verfahren zur Leukozytenstimulation und/oder 
Induktion einer immunologischen Toleranz, dadurch 
gekennzeichent , dass eine Leukozyten enthaltende Fliissigkeit 
mit einer Leukozytenstimulations-Matrix nach einem der 
Anspriiche 1 bis 11 in Kontakt gebracht wird. 

•15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei das Kontaktieren 
in einem Leukozytenstimulations-Modul nach Anspruch 12 oder 
13 erfolgt. 

16. Verwendung einer Leukozytenstimulations-Matrix nach 
einem der Anspriiche 1 bis 11 oder eines Leukozytenstimula- 
tions-Moduls nach Anspruch 12 oder 13 zur Leukozytenstimu- 
lation und/oder Induktion einer immunologischen Toleranz. 
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17. Verwendung einer Leukozyt ens timulat ions-Matrix nach 
einem der Anspriiche 1 bis 11 oder eines Leukozytenstimula- 
tions-Moduls nach Anspruch 12 oder 13 in Nachweisverf ahren 
der Verteilung aktivierter T-Zell-Subtypen oder fur 
Impf ungen. 
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Fig. 1.a 




Fig. 1.b 



